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研究の背景および日的
戦後の高度経済成長とともに急速に進んだ上水道および下水道の整備に伴い･コレラや赤
痢等の病原細菌による水系感染症の発生は制圧されつつある･しかしながら,水利用によっ
て伝播し感染する病原微生物の問題がすべて克服されたわけではない･特に近年は･水中病
原ウイルスを起因とする水系感染症の被害が世界中で数多く発生しており,従来からの制御
対象であった細菌に加え,水中病原ウイルスが注目されてきている･
水系感染症の原因となる水中病原ウイルスは被感染者の糞便と共に下水へ流入するが,下
水処理場において塩素消毒がなされても完全には不活化されず,下水処理水に混入した形で
水環境中へ放出される.その結果,病原ウイルスは河川水,海水,地下水といった様々な環
境水中から検出される.さらに,病原ウイルスに汚染された水源から取水し,浄水処理の過
程で十分なウイルス不括化がなされなかった場合,水道水からも病原ウイルスが検出される
状況が生じる.少子高齢化による抵抗力の低下した人々の増加,国際化･地球温暖化による
外来ウイルスを起因とする輸入感染症の発生等,社会構造や環境の変化に伴って病原ウイル
スに対する感染リスクが今後さらに増加することも懸念されている･また,都市部において
下水処理水の再利用を含めた多角的な水利用システムの構築が望まれている現状を考慮する
と,水中病原ウイルスに対してより高度な安全性レベルが求められる･
しかしながら,水中病原ウイルスの不活化効果が低いとされる塩素消毒を中心とした従来
の水処理プロセスでは,水中病原ウイルスによる水系感染症発生リスクを十分に低減させる
ことは容易ではない.新規消毒手法としてオゾンや紫外線消毒等が実用化されているが,ウ
イルスの種類や濁度レベルにより不活化の効率が変動する.また,精密ろ過膜(MF)等が
ウイルス除去に利用できる可能性があるが,膜分離はエネルギー消費が大きいことやメンテ
ナンスが煩雑であるという短所がある.水中病原ウイルスによる感染症発生リスクを低減す
るため,効率的な水中病原ウイルス除去技術の開発が切望されているのが現状である･
水中病原ウイルスが活性汚泥によく吸着することが既往の研究により知られており,特に
汚泥フロック中のバイオポリマーと呼ばれる細菌菌体外のタンパク質や多糖類等の高分子物
質に吸着することが報告されている.本研究では,このバイオポリマーの構成成分の中でタ
ンパク質がウイルス吸着に重要な役割を果たしていると考え,このようなタンパク質を水中
病原ウイルスの吸着材として用いることで,水中病原ウイルスを特異的に吸着除去する新規
な技術を開発することを試みた.具体的には,まず水中病原ウイルスを特異的かつ強固に吸
着するタンパク質(ウイルス吸着タンパク質, Virus-Binding Protein: VBP)を活性汚泥
細菌から分離し,このVBPの特性を明らかにすること,タンパク質クローニングの技術を
用いてVBPを大量合成すること,及びVBPを水中病原ウイルス除去技術に用いるための
vBP固定化技術の開発を行うことを目的とした.
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研究経過および研究成果の概要
平成13年度
研究の初年度には,活性汚泥細菌からのVBP分離及び特性評価を行い,以下に示す成果
を得た.
･活性汚泥細菌の培養後,尿素を用いて活性汚泥細菌からタンパク質を抽出した.人工合
成したポリオウイルス1型外殻ペプチドを固定化したアフイニテイカラムを用いること
により,抽出タンパク質からのVBPの分離に成功した.
･アフイニテイクロマトグラフイにより複数種のVBPが分離されていることを,それぞ
れ94kDa付近, 67-43kDa,および30-14.4kDaの分子量を有することをSDS-PAGE
により確認した.
･得られたVBPはアフイニテイクロマトグラフイの条件下で負に帯電していることをイ
オン交換クロマトグラフイにより確認した.ウイルス外殻ペプチドも負に帯電している
ことから, VBPは静電的な斥力を上回る強い引力によってウイルス外殻ペプチドと結合
することが可能であることを明らかにした.
平成14年度
研究2年目においては, 1年目において活性汚泥細菌から分離したVBPの同定, VBP遺
伝子の分離およびVBPクローニングを行った.その結果,以下に示す成果を得た･
･分離されたVBPのN末端アミノ酸配列解析を行った後, VBPをコードする遺伝子を
活性汚泥細菌から分離することを試みた.その結果, VBPのN末端アミノ酸配列と
非常に相同性の高いタンパク質をコードした1つのOpen Reading Frame (ORF)
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を, VBP候補遺伝子として分離することに成功した･
･公共データベースを用いた相同性検索を行ったところ,得られたVBP候補遺伝子及
びコードされているタンバク質は,データベース上に存在しない,新たに発見された
遺伝子及びタンパク質であることが明らかにされた.
･分離されたVBP候補遺伝子をプラスミドpRSFrに組み込み,大腸菌へ導入すること
により,大腸菌を用いたVBP候補の発現及び精製に成功した･さらに,精製された
vBP候補がウイルス吸着活性を有することをELISA法により確認し,このタンパク
質がまさにVBPであることを明らかにした.このVBPクローニングの成功は, VBP
の大量発現及びウイルス除去技術における利用の実現に大きく近づく重要な成果であ
る.
平成15年度
研究3年目においては, 2年目に得られたVBP遺伝子を用いたVBPクローニングシス
テムの構築を試み,さらに合成されたVBPを用いてVBP固定化手法を構築することを読
みた.その結果,以下に示す成果を得た.
･大腸菌を用いたVBPクローニングにより大量に得られたVBPを,担体として用いる
ガラスビーズ表面上に固定化することを試みた.その際には,まずガラスビーズ表面を
アミノシランで修飾し,さらにグルタルアルデヒドを導入した.それに続いてVBPを
導入することで, VBP間の架橋を最小限に抑えつつ,ガラスビーズ表面からVBPまで
を共有結合により強く結合させた.本手法を用いることにより, VBPが確かにガラス
ビーズ表面上に固定化されていることをELISA法により確認した.
･次に,固定化されたVBPを用いたポリオウイルス1型(PVl)吸着実験を行った･ 2ml
チューブにVBP固定化ガラスビーズ1gを投入し,そこへPVl懸濁液1mlを添加した･
1時間撹拝後,静置した上清をサンプリングし,上浦に残ったPVlを定量した･その
結果,投入PVlのうち95%がガラスビーズ表面上のVBPによって吸着除去されたこ
とが確認された.
本研究で得られた成果をもとに,今後実験スケールを拡大していくことにより,実用化
に向けた知見を得ることが可能である.特に処理水のpH,温度,流速等に加え, VBP自
体の安定性等に関する知見を得ることが,これからの重要な課題となると言える･
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and Technology, 1m preSS･
･ Detecdon of enteric viruses in munlClpal sewage sludge by a combination of the enzymatic
virus elution method and RT-PCR, Water Research, 2003, 37(14), 3490-3498･
･ Functional Metal-Binding Proteins by Metal-stimulated Bacteria for the Development of an
Innovative Metal Removal Technology, Water Science and Technology, 2003, 47( 10), 1091
115.
･アフイニテイクロマトグラフイによる活性汚泥からのウイルス吸着タンパク質(Virus-
Binding Protein : VBP)の分離と特性評価､環境工学研究論文集, 2002, 39, 345-353･
･ Risk Evaluation for pathogenic bacteria and viruses in sewage sludge compost･ Water
Science and Technology, 2002, 46(I 1112), 325-330･
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･平成15年度土木学会東北支部技術研究発表会,秋田大学(秋田県秋田市), 2004年3月･
一活性汚泥からのアデノウイルス吸着タンパク質の分離及びその吸着能評価
･第58回土木学会年次学術講演会,徳島大学(徳島県徳島市), 2003年9月･
一活性汚泥細菌から分離されたウイルス吸着タンパク質(Virus-Binding Protein: VBP)
の二次元電気泳動およびN末端アミノ酸配列解析
一水中ウイルス除去技術に用いるウイルス吸着タンパク質(Virus-Binding Protein:
vBP)の特異的吸着能評価
･平成14年度土木学会東北支部技術研究発表会,東北学院大学(宮城県多賀城市), 2003年
3月.
一活性汚泥細菌から分離されたウイルス吸着タンパク質とポリオウイルス粒子間の相互作
用評価
･第57回土木学会年次学術講演会,北海道大学(北海道札幌市), 2002年9月･
-活性汚泥からのウイルス吸着タンパク質(Vims-Binding Protein: VBP)の分離および
その吸着能評価
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